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論文内容要旨
目的
 臓器移植,輸血,免疫抑制剤投与等に伴うサイトメガロウイルス(CMV)感染は臨床的に重
 要な問題となっているが,いまだ有効な治療法が確立されていない。この理由の一つにはCMV
 感染機序が未だ十分に解明されていないことがあげられる。近年マクロファージ(Mφ)及び単
 球系列の細胞群がCMV感染細胞及び潜伏細胞として,その初感染さらに持続感染に開与するこ
 と,さらにマウスサイトメガロウイルス(MCMV)モデル実験系において未成熟なMφあるいは
 Mφ前駆細胞がウイルス感染細胞として,その感染発症過程に深く関わっていることが示唆され
 ている。以上のことはCMVの感染機序を解明する上で,異なった分化,成熟過程においてMφ
 のウイルス感染性及び増殖能を把握することの重要性を指摘する。本研究はCMV感染発症の機
 序をMφのウイルス感染との関係において解明することを目的として計画された。実験はマウス
 モデルを使用し,骨髄でのMφ前駆細胞のMCMV感染性,異なる分化,成熟段階におけるMφの
 MCMV感染能の相異,MCMV潜伏,伝播細胞としてのMφの可能性が詳細に検討された。
 材料と方法
 1)動物,ウイルス:マウスはBALB/cを,ウイルスはMCMv,Smith株を用いた。in
 vivo感染は4～6週齢マウス尾静脈よりウィルス接種することにより,invitro感染はMOI
 1のウイルスで4℃,2時間のsuspensio1Unfection法で行なった。2)骨髄Mφの調製:感
 染及び非感染4～6週齢マウス大腿骨髄より浮遊細胞を調製し,その後37℃,1時間培養後,非
 付着性細胞を採取し,室温で1時間unitgravityvelocitysedimentationを行ない,上層の浮
 遊細胞をさらに一晩培養して得られた非付着性細胞を骨髄細胞とした。骨髄Mφの調製はMφ
 growthfactor(MGF)を含むLcellcondi仁ionedmedium(LCM)の存在下で,非感染マ
 ウス骨髄細胞を3～1i日間培養して行なった。3)MCMV産生細胞と感染性ウイルスの定量:
 妊娠マウスから調製した胎児繊維芽細胞(MEF)の三代目単層培養を用いたinfectiouscen-
 terassay及びplaqueassayで各々行なった。
結果
 1)mvivoMCMV感染でごく少数の骨髄細胞がMCMVに感染した。ウイルス感染細胞は
 LCM存在下の培養中に増加したことから,骨髄中のMφ前駆細胞がMCMVに感染することが強
 く示唆された。2)LCM存在下で骨髄Mφの分化,成熟は培養日数に伴い発達し,そのMCMV
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 感染は,感染時までの培養期間の長さによって異なり,培養3日目の未熟なMφは感染性は低い
 が,一度感染が成立した場合ウイルス産生が速やかに増加し,数日以内に死亡した。培養7日目
 のやや成熟したMφは感染性が最も高く,比較的多量のウイルスを産生した。これに対し培養H
 日目の分化,成熟の進んだMφは感染性は低く,またウイルス産生も非常に少なく,感染後長期
 間生存した。この様にMCMVのMφ感染は異なった分化,成熟段階で異なり,感染性は細胞内ウ
 イルス増殖能と必ずしも一致しないことが判明した。3)MCMV感染骨髄Mφが非感染マウス
 に移入された場合,MCMV感染とそれに続く潜伏感染が細胞移入マウスで成立した。このマウ
 スでのコルチゾンと抗リンパ球血清投与による免疫抑制は,潜伏ウイルスの再活性化を引き起こ
 したことにより,MCMV感染はウイルス感染Mφによって起こされることが証明された。
考察
 Mφの機能的多様性あるいは分化,成熟の過程における異なった段階でのMφへのMCMV感
 染はこれまでほとんど研究されていなかった。本研究ではまず,MCMV感染マウスでの骨髄細
 胞中のウイルス感染細胞がLCM存在下での培養で増加することを認め,Mφ前駆細胞あるいは
 幼若MφがMCMV感染のprimarycellである可能性が指摘され,異なった分化,成熟段階の
 MφでのMCMVの感染性及び増殖能が解析された。骨髄Mφは予想された様にその分化,成熟過
 程においてMCMVの感染性,細胞内ウイルス増殖能が異なり,感染性は比較的分化,成熟の進
 んだ7日目のMφで最も高く,ウイールス感染性の増加はMφ膜表面のウイルスreceptorの出現
 に関連すると考えられたが,LDHウイルス感染で認められている様なMφ表面王a抗原,さらに
 Mac-1抗原はMCMVの感染性には無関係であった。一方,MCMVのMφ内での増殖能はその
 分化,成熟度が進むにつれて低下した。増殖能の低下はMφの機能的発達をもたらす内在性IFN
 が抗IFN抗体で阻害された時,抑制されたので,本来Mφが保有する異物処理機構と関連した抗
 ウイルス機構が,分化,成熟に伴って発達し,細胞内ウイルス増殖を制御したためと考えられた。
 この様にMφのMCMV感染での多様性は異なった分化,成熟段階の機能と関連していること,
 さらにMCMV感染Mφの移入実験は,Mφがウイルス伝播細胞となる可能性のあることを明ら
 かにした。以上一連の実験を通してMCMV感染に関し,Mφはウイルス感染細胞,潜伏細胞及
 び伝播細胞として発症機序に深く関与していることが判明した。
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 審査結果の要旨
 サィトロメガロウイルス(CMV)感染発症機序の解明は,予防ワクチンの開発及び有効な治
 療法の確立のために重要であるが,未だ不明な点が多い。CMV感染におけるマクロファージ
 (Mφ),単球系細胞の関与がこれまで報告されてきたが,それらはいずれも成熟Mφに対する
 CMVの感染性を指摘しているに過ぎない。本研究では,マウス実験モデルを用い,骨髄中のM
 φ前駆細胞及びそれらから分化,成熟してくる分化段階の異なるMφに対するマウスサイトメガ
 ロウイルス(MCMV)の感染性を検討した。
 その結果,MCMV急性感染後の早期に,頻度は少ないが,骨髄細胞中にMCMV感染細胞が見
 出された。これら骨髄細胞をMφ増殖因子を含むL細胞培養上清(LCM)の存在下で培養する
 と,MCMVの増殖と共に,感染細胞数の増加がみられた。一方,同実験において骨髄中のMψ一
 colonyformingce11(M-CFC)数が減少すること,さらにPercoll比重法によって得られ
 る,M-CFCrich画分に対してMCMVが高い感染性を示すことから,MCMV感染におけ
 るMφ前駆細胞の重要性が指摘された。また,骨髄中Mφ前駆細胞をLCM存在下で培養し,そ
 れら培養MφにおけるMCMVの感染性ならびに感染Mφが産生するウィルス量を定量した。前
 成熟段階(LCM存在下7日間培養後の骨髄Mφ)のMφは感染性が最も高く,幼若段階のMφ
 (LCM存在下3日間培養後の骨髄Mφ)では感染性は低かったが,ウイルス産生性が著明に高
 かった。成熟段階のMφ(LCM存在下11日間培養後の骨髄Mφ)では感染性,ウイルス産生能
 とも低く,ウィルスは細胞内に長く存在した。前成熟段階のMCMV感染Mφを正常マウスへ移
 入することにより,マウスではMCMVの潜伏感染が成立した。このMCMV潜伏感染マウスに
 免疫抑制剤を扱与すると,MCMVの増殖が惹起された。
 このように,Mφは異なる分化,成熟段階においてMCMVに感染し,ウイルスを増殖させる
 ばかりでなく,潜伏感染細胞ともなり,MCMV感染発症に深く関与していることが明らかとなっ
 た。本研究はCMV感染におけるMφ及びその前駆細胞の役割を,骨髄細胞を用いて初めて
 解析可能としたものであり,今後,CMV以外のウイルス感染症においても有用な解析手法とな
 る。ウイルス感染症におけるMφの役割の一端を解明した業績としても本論文は学位授与に値す
 る。
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